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Zusammenfassung
Hintergrund: Die allogene Knochentransplantation birgt
ein hohes Infektionsrisiko, und etablierte Desinfektions-
verfahren beeintra¨chtigen die Knochenqualita¨t. Fu¨r
hydrostatischen Hochdruck (HHD) wurde nachgewiesen,
dass sich biomechanische und biologische Knochenei-
genschaften nicht vera¨ndern. In der Lebensmitteltechnik
wird HHD bereits zur Desinfektion verschiedensterMikro-
organismen eingesetzt. Die vorliegende Studie unter-
suchte erstmals HHD in der Desinfektion infizierter
Knochenproben.
Material und Methode: Knochenchips von 34 Patienten
mit chronischen Infektionen wurden in zwei Serien einer
HHD-Behandlung unterzogen und anschließend auf bak-
terielles Wachstum untersucht. Serie 1: Druckbehand-
lung der Knochenchips direkt nach Biopsieentnahme
(10 min; Pmax 600 MPa). Serie 2: Druckbehandlung mit
unterschiedlichen Druckhaltezeiten (10 min bzw.
2=30 min, Pmax 600 MPa) nach vorheriger 5-ta¨giger Bak-
terienanreicherung in Na¨hrmedium. Außerdem wurden
*Korrespondenz: Dr. med. Patrick Weber, Orthopa¨dische Klinik
und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universita¨t Mu¨nchen,
Klinikum Grosshadern, Marchioninistr. 15, 81377 Mu¨nchen,
Deutschland
Tel.: q49-(0)89-70950
Fax: q49-(0)89-70952618
E-mail: Patrick.Weber@med.uni-muenchen.de
Knochenproben mit Referenzkeimen (Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Ente-
rococcus faecium) infiziert und Vera¨nderungen der
Bakterien nach HHD-Behandlung rasterelektronenmi-
kroskopisch untersucht.
Ergebnisse: Serie 1: Bei direkter HHD-Behandlung
explantierter Knochenchips (ns17) konnten 71% sterili-
siert werden; 38% der bei der gleichen Operation gewon-
nenen unbehandelten Kontrollproben (ns8) waren steril.
Serie 2: Nach vorheriger Bakterienanreicherung gelang
eine Sterilisation durch HHD bei 7% der Versuchsproben
(ns55); alle Kontrollproben zeigten Bakterienwachstum
(ns33). Rasterelektronenmikroskopisch konnte bei
gramnegativen Sta¨bchen nach HHD eine deutliche Alte-
ration der Zellmorphologie beobachtet werden.
Schlussfolgerung: Das Verfahren HHD hat das Poten-
zial, Knochen ohne Beeintra¨chtigung der Qualita¨t zu ste-
rilisieren. Eine klinisch notwendige sichere Sterilisation in
allen Fa¨llen kann jedoch in der vorliegenden Untersu-
chung noch nicht gezeigt werden. Als Indikation schei-
nen Monoinfektionen mit barosensiblen gramnegativen
Sta¨bchen und Hefen geeignet.
Schlu¨sselwo¨rter: allogene Knochentransplantation;
Bakterien; Desinfektion; hydrostatischer Hochdruck;
Osteitis.
Abstract
Background: Allogeneic bone transplantation is at risk
of infection, and established disinfection methods typi-
cally compromise bone quality. High hydrostatic pressure
(HHP) is well established for disinfection in food tech-
nology, and also it does protect biomechanical and
biological properties of bone. This study is the first inves-
tigation of HHP regarding disinfection of bone biopsies.
Materials and methods: Bone biopsies of 34 patients
with chronic infections were subjected to HHP and
assessed for persisting bacterial growth. In series 1,
bone biopsies were proceeded directly to HHP (10 min;
maximal pressure Pmax 600 MPa). In series 2, HHP was
applied after 5-day incubation in growth media (10 min
or 2=30 min; Pmax 600 MPa). Furthermore, HHP-induced
changes of bacterial morphology on artificially infected
bone samples were evaluated by scanning electron
microscopy (SEM).
Results: For series 1, 71% of the bone samples were
sterilised by HHP (ns17), compared to 38% of the
untreated control samples, which were obtained during
the same surgery (ns8). For series 2, after prior incu-
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bation, HHP disinfected 7% of the bone specimens
(ns55), all control samples showed bacterial growth
(ns33). Destruction of cell wall integrity of Gram-nega-
tive strains was observed by SEM.
Conclusion: The effectiveness of HHP for bone disinfec-
tion should be improved by optimising treatment para-
meters. Infections with barosensitive Gram-negative
bacteria or yeast might represent possible clinical
indications.
Keywords: bacteria; bone transplantation; disinfection;
high hydrostatic pressure; osteomyelitis.
Einleitung
Knochendefekte stellen in der orthopa¨dischen Chirurgie,
Unfallchirurgie und Wiederherstellungschirurgie nach wie
vor eine große therapeutische Herausforderung dar. So
gilt es unter anderem in der Revisionsendoprothetik, in
der Tumorchirurgie, bei additiven Korrekturosteotomien,
bei Defekten nach therapierten Knocheninfektionen und
bei bestimmten Frakturen gro¨ßere Knochendefekte zu
ersetzen. Die heutigen Methoden wie die autogene, all-
ogene und alloplastische Knochentransplantation, der
Segmenttransport sowie die Endoprothetik sind allesamt
mit wesentlichen Limitationen und potenziellen Kompli-
kationen behaftet w18, 35, 41x.
Allogener Knochen wird zumeist bei der Implantation
von Hu¨fttotalendoprothesen gewonnen. Er hat eine gute
biologische Wertigkeit, wenngleich diese auch dem auto-
genen Knochen unterlegen ist. Eine verheerende Kom-
plikation ist jedoch das U¨bertragen von Bakterien oder
Viren auf den Empfa¨nger mit der Folge einer Infektion
w31, 41x. Deshalb wurden verschiedene Sterilisationsver-
fahren fu¨r den Einsatz am Knochen gepru¨ft. Jedoch
gelingt es weder physikalischen Methoden wie der Auto-
klavierung w22, 25x, der Wa¨rmebehandlung w22, 36, 41x
oder der Gamma-Bestrahlung w23, 35, 41x noch chemi-
schen Methoden w35, 41x, den Knochen sicher zu steri-
lisieren, ohne dabei seine biologische Potenz bzw.
mechanische Stabilita¨t erheblich zu reduzieren. Als mo¨g-
liche Alternative sollte aus diesem Grund die hydrostati-
sche Hochdrucktechnik (HHD) untersucht werden.
Der Einsatz von Hochdruck wird in der Lebensmittelin-
dustrie bereits teilweise als Ersatz fu¨r die Pasteurisation
praktiziert, beispielsweise zur Herstellung von Konfitu¨ren,
Pu¨rees und Soßen. Durch die Anwendung von Hoch-
druck werden Mikroorganismen inaktiviert w20x, wobei
der fu¨r die Inaktivierung der Mikroorganismen notwendi-
ge Druck von der Mikroorganismenspezies abha¨ngt.
Weitreichende Untersuchungen haben gezeigt, dass
Enzyme ebenfalls durch die Einwirkung von Hochdruck
inaktiviert bzw. in ihrer Aktivita¨t reversibel sowie irrever-
sibel beeinflusst werden ko¨nnen w6, 14x. In einer Vielzahl
von Publikationen ist die Wirksamkeit von HHD in der
Gro¨ßenordnung von 200 bis 600 MPa zur Sterilisation
von Bakteriensuspensionen und Lebensmitteln in gelee-
artiger Konsistenz beschrieben worden w1, 2, 38x. Die
Wirksamkeit als Desinfektionsverfahren in der medizini-
schen Anwendung wurde jedoch bisher noch nicht
untersucht.
In ersten pra¨klinischen Untersuchungen konnte ferner
gezeigt werden, dass durch eine Behandlung mit HHD
humane Tumorzelllinien bei 350 MPa sicher abgeto¨tet
werden ko¨nnen w10, 11x, jedoch die biomechanischen
Eigenschaften von Knochen, Knorpel und Sehnen selbst
nach Behandlung mit HHD bis 600 MPa erhalten bleiben
w9, 13, 40x. Erste exemplarische Untersuchungen von
extrazellula¨ren Matrixproteinen nach HHD-Behandlung
bis 600 MPa geben Hinweise darauf, dass sich auch die
biologische Wertigkeit des Knochens nach dieser
Behandlungsmethode nicht wesentlich vera¨ndert w12x.
HHD kann die Replikationsfa¨higkeit von eu- und pro-
karyontischen Zellen nachhaltig ausschalten. Deshalb
stellt sich die Frage, ob das hydrostatische Hochdruck-
verfahren auch zur Ex-vivo-Sterilisation von aus Patien-
ten entnommenen Knochen geeignet ist. Dabei soll der
Druck mo¨glichst so gewa¨hlt werden, dass Mikroorganis-
men in ihrer Replikationsfa¨higkeit gehindert, die mecha-
nischen und biologischen Eigenschaften des Knochens
und Knorpels aber nicht beeintra¨chtigt werden. Das so
desinfizierte Gewebe ko¨nnte in den Patienten reimplan-
tiert werden. Die Hochdruckbehandlung ko¨nnte somit
eine neuartige Alternative zur Hitzesterilisation oder Ste-
rilisation durch radioaktive Strahlung von Knochen oder
anderen Geweben darstellen.
In der vorliegenden Arbeit wurde HHD erstmals als Ver-
fahren zur Desinfektion von infizierten Osteitisknochen
gepru¨ft. Die Effektivita¨t sollte sowohl an unbehandeltem
Infektknochen als auch an Knochen mit einer hohen Bak-
terienlast gepru¨ft werden.
Material und Methode
Gewinnung und HHD-Behandlung der
Osteitisknochenproben
Sa¨mtliche Knochenchips wurden von Patienten mit der
Diagnose Osteitis oder infizierte Totalendoprothese im
Rahmen des therapeutischen De´bridements gewonnen.
Es erfolgte keine zusa¨tzliche Entnahme von Knochen fu¨r
diese experimentelle Untersuchung, weshalb von den
einzelnen Operationen auch unterschiedliche Proben-
mengen vorlagen. Patienteneinversta¨ndnis lag vor.
Hochdruckbehandlung
Versuchsaufbau und –durchfu¨hrung Die Durchfu¨h-
rung der Hochdruckbehandlung wurde bereits in fru¨heren
Arbeiten ausfu¨hrlich beschrieben w9x. Zusammengefasst
wurden die Proben in Nalgene cryogenic vials (Nalge
Company, Rochester, NY, USA) platziert, diese komplett
mit steriler Ringerlo¨sung gefu¨llt (Gesamtvolumen: 2,3 ml)
und verschlossen. Die Kappe der Gefa¨ße wurde zusa¨tz-
lich mit Parafilm (American National Can Company,
Joplin, MO, USA) abgedichtet. Die Proben wurden dann
in die in fru¨heren Versuchen validierte Autoklavenkammer
der Hochdruckmaschine (HDR 100-20, RECORD
Maschinenbau GmbH, Ko¨nigsee, Deutschland) gebracht.
Zur Behandlung der Gewebe wurde der HHD mit
verschiedenen Parametern wie Druckaufbau- und Druck-
abbaugeschwindigkeit, Druck-Plateaudauer, Wiederho-
lungsha¨ufigkeit und Temperatur je nach Zielsetzung vari-
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Tabelle 2 HHD-Behandlung von Osteitisknochen mit vorheriger Bakterienanreicherung (Serie 2).
Keim Druckstufe Gesamtanzahl Sterile Sterile
(MPa) der Proben (n) Proben (n) Proben (%)
Staphylococcus aureus Kontrolle (0) 16 0 0
450 7 0 0
600 17 1 6
KNS Kontrolle (0) 7 0 0
600 6 0 0
S. aureusqKNS Kontrolle (0) 1 0 0
600 3 0 0
Escherichia coli Kontrolle (0) 1 0 0
300 2 0 0
600 2 1 50
Total nach Kontrolle (0) 25 0 0
Druckstufen 300 2 0 0
450 7 0 0
600 28 2 7
Total der HHD- Alle 37 2 5
behandelten Proben Druckstufen
Druckhaltezeit: 10 min; KNS, koagulase negative Staphylokokken.
Tabelle 1 HHD-Behandlung von Osteitisknochen ohne vorherige Bakterienanreicherung (Serie 1).
Keim Druckstufe Gesamtanzahl der Sterile Sterile
(MPa) Proben (n) Proben (n) Proben (%)
Staphylococcus aureus Kontrolle (0) 2 0 0
300 2 0 0
450 2 0 0
600 1 0 0
KNS Kontrolle (0) 5 3 60
300 3 3 100
450 3 3 100
600 3 3 100
Escherichia coli Kontrolle (0) 1 0 0
300 1 1 100
450 1 1 100
600 1 1 100
Total nach Kontrolle (0) 8 3 38
Druckstufen 300 6 4 67
450 6 4 67
600 5 4 80
Total der HHD- Alle 17 12 71
behandelten Proben Druckstufen
Druckhaltezeit: 10 min; KNS, koagulase negative Staphylokokken.
iert. Druckauf- und Druckabbau erfolgten gleichma¨ßig
innerhalb von 60 s. Der zu erzeugende Druck sowie die
Temperatureinstellungen wurden manuell geregelt. Die
Kontrollproben blieben unbehandelt.
Serie 1 Infizierte humane Knochenstu¨ckchen wurden
sofort nach Entnahme in die Probengefa¨ße eingefu¨llt und
einer hydrostatischen Hochdruckbehandlung unterzo-
gen. Als Druckstufen wurden 300, 450 oder 600 MPa
gewa¨hlt, mit einer Druckhaltedauer von 10 min (Tabelle
1).
Serie 2 Aufgrund mikrobiologischer Unsicherheiten
zum Infektstatus vor Behandlungsbeginn, mit negativem
Keimwachstum bei einzelnen Kontrollproben, wurden die
Proben der Serie 2 vor der Druckapplikation bis zum
sicheren Bakteriennachweis in Na¨hrbouillon inkubiert, um
die infizierenden Bakterien anzureichern. Hierzu wurden
die gewonnenen Proben in trypticase soya-bouillon (TSB)
fu¨r 5 Tage bei 378C bebru¨tet. Durch Ausimpfen von
Kontrollkulturen auf Blutagarplatten wurden die Proben
auf positives Bakterienwachstum gepru¨ft. Proben ohne
Wachstum wurden von der weiteren Untersuchung
ausgeschlossen.
Die anschließende HHD-Behandlung in Serie 2 erfolgte
entweder mit einer Druckhaltezeit von 10 min (Tabelle 2),
oder mit einer Druckhaltezeit von 2=30 min mit 30-minu¨-
tiger Pause (Tabelle 3). Als Druckstufen wurden hier
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Tabelle 3 HHD-Behandlung von Osteitisknochen mit vorheriger Bakterienanreicherung (Serie 2).
Keim Druckstufe Gesamtanzahl der Sterile Proben Sterile
(MPa) Proben (n) (n) Proben (%)
Staphylococcus aureus Kontrolle (0) 3 0 0
600 8 1 13
KNS Kontrolle (0) 3 0 0
600 5 1 20
S. aureusqKNS 600 1 0 0
S. aureusqEnterokokken Kontrolle (0) 1 0 0
600 2 0 0
Enterokokken Kontrolle (0) 1 0 0
600 2 0 0
Total Kontrolle (0) 8 0 0
600 18 2 11
Druckhaltezeit: 2=30 min; KNS, koagulase negative Staphylokokken.
zuna¨chst analog zur Serie 1 300, 450 oder 600 MPa
gewa¨hlt. Da sich insbesondere bei den niedrigeren
Druckstufen kein wesentlicher Sterilisationserfolg zeigte
und gerade die beiden unteren Druckstufen insuffizient
waren, wurde in der Folge nur noch die ho¨chste Stufe
mit 600 MPa gewa¨hlt. Dies ist auch vor dem Hintergrund
der nur in begrenzter Menge vorliegenden und somit
schwierig zu akquirierenden infizierten Knochenproben
zu sehen.
Wenigstens eine Probe einer jeden Operation wurde
nicht mit HHD behandelt und diente als Kontrolle. Nach
der Behandlung wurden die Proben erneut fu¨r 5 Tage bei
378C in TSB bebru¨tet. Anschließend erfolgten die weitere
mikrobiologische Kultur zur Kontrolle des Keimwachs-
tums und die Typisierung mittels mikrobiologischer
Standardtechniken.
Beurteilung artifiziell kontaminierter Knochenproben
unter dem Rasterelektronenmikroskop
Vorbereitung der Referenzkeime und Infektion des
Knochens Zur besseren Standardisierung der rastere-
lektronenmikroskopischen Beurteilung erfolgte die Unter-
suchung an artifiziell infizierten Proben eines humanen
Hu¨ftknochens. Von diesem wurden Knochenstu¨cke unter
aseptischen Bedingungen mit einem scharfen Lo¨ffel pra¨-
pariert. Fu¨r die Infektion des Knochens wurden folgende
Referenzkeime der American Type Culture Collection
(ATCC) benutzt: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
S. epidermidis (ATCC 35984), Enterococcus faecium
(ATCC 6057) und Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853). Die beiden Staphylokokkensta¨mme wurden
gewa¨hlt, weil sie als ha¨ufigste Erreger von Knochen- und
Gelenkinfektionen gelten: P. aeruginosa als Modellkeim
fu¨r gramnegative Keime und E. faecium, da dieser Keim
aufgrund einer bekannten hohen Widerstandsfa¨higkeit
gegen physikalische Einflu¨sse als Testkeim zur Pru¨fung
von Desinfektionsautomaten eingesetzt wird w37x. Die
Bakteriensta¨mme waren bei -708C gelagert. Nach 24 h in
Mu¨ller-Hinton-II-Bouillon wurden sie nach einem Wasch-
vorgang weitere 24 h in TSB bei 378C bis zur endloga-
rithmischen Wachstumsphase angezu¨chtet. Sie wurden
anschließend zweimal in Phosphatpuffer (PBS) gewa-
schen, abzentrifugiert und in physiologischer Ringer-
Lo¨sung resuspendiert. Schließlich wurde ihre
Konzentration mit Hilfe der MacFarland-Densometrie auf
105 koloniebildende Einheiten (KBE)/ml eingestellt.
Die Knochenstu¨cke wurden dann in der Bakteriensus-
pension fu¨r 24 h bei 378C inkubiert, in die mit TSB
gefu¨llten cryogenic vials umgebettet und mit hydrostati-
schem Hochdruck behandelt. Von den Knochenstu¨cken
wurden jeweils pro Keim zwei Proben HHD behandelt
(600 MPa, Raumtemperatur, 10 min), zwei weitere unbe-
handelte Proben dienten als Kontrolle. Es wurde nur
diese eine Druckstufe untersucht, da wir von den Ergeb-
nissen der Osteitisknochen bereits gesehen hatten, dass
niedrigere Druckstufen keinen nennenswerten antibak-
teriellen Effekt auf infizierte Knochenproben zeigten.
Durchfu¨hrung der Rasterelektronenmikroskopie Die
Knochenproben wurden nach HHD-Applikation und ei-
nem Waschgang mit PBS fu¨r 20 min in 2% Glutaralde-
hydlo¨sung fixiert, mit Ringer-Lo¨sung gespu¨lt und fu¨r eine
Stunde mit 4% Osmiumtetroxid kontrastiert. Folgend
wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(30%, 50%, 70% und 100%) je 2=5 min entwa¨ssert und
dann einer Hexamethyldisalazan-(HMDS)-Reihe (Ethanol
trockenqHMDS 2:1, 1:1, 1:2 und reines HMDS), eben-
falls je 2=5 min, zugefu¨hrt. Die weitere Trocknung der
Proben erfolgte u¨ber Nacht durch Lagerung auf Kiesel-
steinen. Nach dem Trocknen wurden die Proben mit dop-
pelseitig klebenden Folien (Leit-Tabs, Plano G3347,
Plano, Marburg, Deutschland) auf den Probetellern befe-
stigt. Mit einem Sputtergera¨t (SCD 050; Balzers, Liech-
tenstein) erfolgte schließlich die Beschichtung der
Proben mit einer ca. 10 nm du¨nnen Goldschicht. Zur
Untersuchung diente ein Rasterelektronenmikroskop
JSM 6300 (JEOL, Tokio, Japan).
Die statistische Auswertung wurde mit der SPSS-Soft-
ware durchgefu¨hrt (SPSS, Chicago, IL, USA). Wir benutz-
ten den Z-Test, wobei ein p-Wert -0,05 als statistisch
signifikant angesehen wurde.
Ergebnisse
HHD-Behandlung von Osteitisknochenproben
Serie 1: ohne vorherige Bakterienanreicherung Ins-
gesamt wurden 25 Proben von 4 verschiedenen Patien-
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ten (4 Operationen) gewonnen. 8 dieser Proben dienten
als Kontrolle, 17 Proben wurden einer HHD-Behandlung
zugefu¨hrt (Druckstufen siehe Tabelle 1). Nach Hochdruck-
applikation zeigte sich eine komplette Sterilisation bei 12
der insgesamt 17 behandelten Proben (71%). Die unbe-
handelten Kontrollen zeigten bei 3 von 8 Proben (38%)
kein bakterielles Wachstum (Tabelle 1). Vergleicht man
die Sterilisationsraten aller HHD-behandelten und unbe-
handelten Proben der Serie 1, so zeigte sich kein signi-
fikanter Unterschied (ps0,256).
Die Sterilisationsraten der verschiedenen Bakterien-
spezies sind ebenfalls in Tabelle 1 aufgefu¨hrt. Wa¨hrend
Staphylococcus epidermidis und Escherichia coli erfolg-
reich eradiziert wurden, persistierte S. aureus bei allen
Druckstufen.
Serie 2: mit vorheriger Bakterienanreicherung; Druck-
haltedauer 10 min Es wurden 71 Proben von 14
Patienten aus 21 verschiedenen Operationen gewonnen
und in Na¨hrlo¨sung inkubiert. 9 Proben zeigten kein Bak-
terienwachstum, diese wurden vor der Hochdruckbe-
handlung verworfen. 37 der 62 verbliebenen Proben mit
positivem Bakterienwachstum wurden u¨ber 10 min mit
bis zu 600 MPa behandelt, 25 Proben dienten als unbe-
handelte Kontrolle (Tabelle 2).
Insgesamt konnten 2 der 37 Proben sterilisiert werden
(5%), alle Kontrollen (100%) waren positiv. Weder bei
300 MPa noch bei 450 MPa konnte eine erfolgreiche Ste-
rilisation nach Anreicherung erreicht werden. Erst bei
600 MPa konnte in 2 von 28 Fa¨llen (7%) eine Sterilisation
erreicht werden (Tabelle 2). Der Unterschied im Vergleich
zu den 25 bewachsenen Kontrollen war statistisch nicht
signifikant (ps0,708, Z-Test). Die Druckstufen 300 und
450 MPa wurden im Laufe der Untersuchungen nicht
mehr fortgefu¨hrt, da sich hier, wie bereits oben erwa¨hnt,
nur ein geringer Sterilisationserfolg zeigte. In der Folge
wurde nur noch die ho¨chste Druckstufe von 600 MPa
untersucht.
Serie 2: mit vorheriger Bakterienanreicherung; Druck-
haltedauer 2$30 min Fu¨r dieses Behandlungsprotokoll
wurden 54 Proben von 16 Patienten in 25 Operationen
gewonnen. 28 Proben zeigten bei Inkubation kein Bak-
terienwachstum und wurden vor der Behandlung ver-
worfen. Von den 26 Proben mit positivem Keimwachstum
wurden 18 u¨ber 2 Intervalle a` 30 min mit einem HHD von
600 MPa behandelt, 8 Knochenproben dienten als unbe-
handelte Kontrolle.
Es zeigte sich bei 2 von 18 Proben eine erfolgreiche
Sterilisation (11%), alle Kontrollproben waren positiv
(100%) (ps0,861, Z-Test). Enterokokken erwiesen sich
als besonders druckresistent (Tabelle 3).
Fasst man die Ergebnisse der Serie 2 nach vorheriger
Anreicherung der Bakterien zusammen, so zeigte sich im
Total (Druckhaltezeit 10 min und 2=30 min): bei den
Kontrollen: 0/32 steril, bei den Proben mit 600 MPa:
4/46s8,7% steril, ps0,234, Z-Test.
Bei den Untersuchungen der Serie 2 zeigten sich mit
beiden Druckhaltezeiten eine spa¨ter auftretende und ins-
gesamt deutlich geringere Tru¨bung des Na¨hrmediums bei
den behandelten Proben im Gegensatz zu den nicht
behandelten Proben. Dies wurde als indirektes Zeichen
eines verminderten und verlangsamten Bakterienzell-
wachstums interpretiert. Die Wachstumsgeschwindigkeit
der behandelten Bakterien wurde jedoch nicht weiter
quantifiziert.
Rasterelektronenmikroskopische Darstellung
HHD-behandelter Bakterien
Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. epidermidis
ATCC 35984, Escherichia faecium ATCC 6057 Die
unbehandelten Kontrollproben aller drei Spezies zeigten
die fu¨r sie typische kokkenfo¨rmige Morphologie mit glat-
ter, intakter Membran. Die HHD-behandelten Proben der
grampositiven Kokken zeigten ebenfalls zum weit u¨ber-
wiegenden Teil eine intakte Morphologie, nur sehr verein-
zelt waren Deformierungen der Oberfla¨che zu
beobachten. Diese Vera¨nderungen traten in der gesam-
ten Zellpopulation nur sporadisch auf. Insgesamt waren
also kaum morphologische Vera¨nderungen zu registrie-
ren, welche bei der gegebenen REM-Auflo¨sung aufge-
zeigt werden konnten (Abbildung 1).
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Die unbehan-
delten Proben zeigten P. aeruginosa sta¨bchenfo¨rmig mit
intakter, glatter Zelloberfla¨che. Bei den behandelten Pro-
ben von P. aeruginosa zeigte sich zuna¨chst auf den U¨ber-
sichtsaufnahmen eine erhebliche Reduktion der Keimzahl
bei den HHD-behandelten Proben (Abbildung 2A,C).
Deutliche Vera¨nderungen der Morphologie waren bei der
gesamten Zellpopulation zu beobachten: Die Bakterien-
zellen waren deformiert mit großen Lo¨chern und Einzie-
hungen in den alterierten Zellwa¨nden (Abbildung 2B,D).
Diskussion
Die gravierendste Komplikation der allogenen Knochen-
transplantation ist die U¨bertragung von Keimen mit fol-
gender Infektion beim Empfa¨nger w18, 26, 31x. Der
Einsatz von Desinfektionsverfahren wird gefordert. Sa¨mt-
liche etablierte Verfahren kompromittieren jedoch die
biolologischen und/oder mechanischen Eigenschaften
des Knochens.
HHD wird zur Haltbarmachung von Lebensmitteln ein-
gesetzt w17, 19, 29x und wurde von unserer Arbeitsgrup-
pe mit Erfolg zur Abto¨tung von Tumorzellen untersucht
w11x. Zum Effekt des HHD auf infiziertes Knochengewebe
liegen jedoch bisher noch keine Daten vor. Ziel der vor-
liegenden Arbeit war die Untersuchung der Effektivita¨t
von HHD in der Desinfektion von infiziertem Knochen.
Allgemeine biologische Wirkung von HHD
Wasser nimmt bei der Wirkung von Hochdruck auf ande-
re Moleku¨le eine wichtige Schlu¨sselrolle ein, da es durch
seine Dichtevariationsbreite sehr empfa¨nglich fu¨r Druck-
vera¨nderungen ist. Unter steigendem Druck dringt Was-
ser in atomare Hohlra¨ume komplexer Makromoleku¨le ein
und kann so ihre Quarta¨r- und Tertia¨rstruktur sprengen
w30x. Das erkla¨rt indirekt auch, warum Bakteriensporen in
Abwesenheit von Wasser bis 1000 MPa druckresistent
sind w8, 33x. Kovalente Bindungen scheinen allerdings
von HHD unbeeinflusst zu bleiben w29x. Druck breitet sich
gleichma¨ßig und konstant in allen Geweben aus. Die Zell-
membranen, das Zytoskelett und die Enzymsysteme
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Abbildung 1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Staphylococcus aureus im Knochen.
(A) Kontrolle, 3.000=. (B) Kontrolle, 20.000=. (C) Nach HHD-Behandlung (600 MPa; 10 min), 3.000=. (D) Nach HHD-Behandlung
(600 MPa; 10 min), 20.000=. Die Oberfla¨chenstruktur der Keime blieb nach HHD-Behandlung unvera¨ndert.
ko¨nnen durch Hochdruckbehandlung nachhaltig alteriert
bzw. vollsta¨ndig zersto¨rt werden, was wiederum zum
Absterben des Mikroorganismus fu¨hrt w3, 7, 15x.
Wechselwirkungen des HHD mit Knochen,
Knorpel und Sehnen
In vorausgehenden Arbeiten wurden erstmalig die bio-
mechanischen und immunhistochemischen Eigenschaf-
ten von Knochen, Gelenkknorpel und Sehnen nach
HHD-Behandlung untersucht. Dabei konnten selbst bei
einer Behandlung mit sehr hohen Druckstufen bis
600 MPa (10 min; 378C), im Gegensatz zu thermischen
Behandlungen, keine wesentlichen Vera¨nderungen der
biomechanischen Eigenschaften festgestellt werden w9,
13, 24, 39, 40x. Auch die Bestrahlung von Allografts fu¨hrt
bei der empfohlenen Strahlendosis von 25–35 kGy zu
einer Reduktion der biomechanischen Parameter auf
61–69% ihres Ausgangswertes w24x.
Weiterhin bleiben die biologischen Eigenschaften von
extrazellula¨ren Matrixproteinen wie Fibronectin (FN),
Vitronectin (VN) und Kollagen I (Kol-I) nach HHD-Behand-
lung bis 600 MPa erhalten w12x. Diese Proteine, wichtig
fu¨r die Knochenbiologie und auch fu¨r die Osteointegra-
tion von Knochen, zeigten im Vergleich zu unbehandel-
tem Protein keine verminderte Aktivita¨t hinsichtlich ihrer
Effekte auf Adha¨sion, ,,Spreading‘‘ und Proliferation von
prima¨ren humanen Osteoblasten. Diese ersten Ergebnis-
se geben Hinweise darauf, dass mit HHD, im Gegensatz
zu Bestrahlung und Autoklavierung, ein biologisch hoch-
wertigeres Knochensegment erhalten werden kann,
welches bezu¨glich Einheilung und Spontanfrakturen eine
geringere Komplikationsrate erwarten la¨sst.
Antimikrobielle Effekte von HHD
Der wichtigste Ort der druckinduzierten Scha¨den bei
Mikroorganismen sind Membransysteme wie die Bakte-
rienzellwand w20, 34x. Erfahrungen aus der Lebensmit-
teltechnologie haben gezeigt, dass sich Mikroor-
ganismen in Suspension mit HHD keimabha¨ngig bereits
ab 200 MPa bei Raumtemperatur abto¨ten lassen w6, 14x.
Auch wir konnten diese Ergebnisse mit typischen Erre-
gern von Knocheninfektionen besta¨tigen wGollwitzer H,
Diehl P, Brendle M, Weber P, Miethke T, Hofman GO, Ger-
desmeyer L, Schauwecker J, Mittelmeier W, unpublizierte
Datenx. In den bisherigen Untersuchungen der
Lebensmitteltechnologie konnte ferner gezeigt werden,
dass Hefen bereits bei niedrigen Druckstufen irreversibel
gescha¨digt werden, wa¨hrend fu¨r grampositive Bakterien
Druckstufen von 600 MPa und ho¨her zur Inaktivierung
notwendig sind w1, 2, 38x. Hinsichtlich ihrer Druckresis-
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Abbildung 2 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Pseudomonas aeruginosa im Knochen.
(A) Kontrolle, 3.000=. (B) Kontrolle, 20.000=. (C) Nach HHD-Behandlung (600 MPa; 10 min), 4.000=. (D) Nach HHD-Behandlung
(600 MPa; 10 min), 20.000=. Auf den U¨bersichtsvergro¨ßerungen sieht man eine deutliche Reduktion der Bakteriendichte durch die
HHD-Behandlung. Die behandelten Bakterien waren komplett deformiert mit großen Lo¨chern und Einziehungen der Oberfla¨chen.
tenz ist unter den Mikroorganismen jedoch eine große
Variabilita¨t zu beobachten w1, 6, 16x.
In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals die
Effektivita¨t des HHD zur Desinfektion von infiziertem
Gewebe am Beispiel chronisch infizierter humaner Kno-
chenchips untersucht. Wurde der Knochen direkt nach
Explantation mit HHD behandelt (Serie 1), so konnten
71% der Knochenchips sterilisiert werden. Sa¨mtliche
Proben mit gramnegativen Keimen zeigten nach HHD-
Applikation kein Bakterienwachstum mehr. Da jedoch
auch einige unbehandelte Kontrollproben kein Bakterien-
wachstum zeigten, gab es Unsicherheiten zum Infek-
tionsstatus der Knochenproben vor Hochdruck-
applikation. Auch ko¨nnte ein falsch-negativer Befund
durch eine – nicht ausreichende – Inkubation u¨ber 5 Tage
bedingt gewesen sein. Folglich wurden die infizierten
Knochen vor HHD-Behandlung in Na¨hrmedium inkubiert,
und nur Proben mit positivem Keimnachweis wurden fu¨r
die weiteren Experimente der Serie 2 verwendet.
Durch die vorherige Anreicherung der Bakterien in den
Knochenbiopsien zeigten sa¨mtliche Kontrollproben po-
sitives Bakterienwachstum, so dass Unsicherheiten zum
Infektstatus ausgeschlossen werden konnten. Hierdurch
wurde fu¨r das HHD-Verfahren jedoch auch ein ,,worst-
case‘‘-Szenarium geschaffen: Die zu behandelnden Kno-
chenproben hatten nach der Bebru¨tung eine extrem hohe
Bakterienlast. Zudem waren die Bakterien nach 5-ta¨giger
Inkubation in einer stationa¨ren Wachstumsphase, in wel-
cher Bakterien als weniger barosensitiv gelten w28x. Die
Sterilisationsrate lag somit auch bei 600 MPa nurmehr
zwischen 7% und 11%.
Statistisch signifikante Unterschiede in den Desinfek-
tionsraten waren nicht zu beobachten, was vor allem
durch die relativ kleine Fallzahl begru¨ndet ist. Die statis-
tische Auswertung erfolgte als deskriptive Statistik, da in
der klinischen Anwendung Desinfektionsraten von anna¨-
hernd 100% erreicht werden sollten und somit kleinere –
auch statistisch signifikante Unterschiede – keine klini-
sche Relevanz besitzen. Die HHD-behandelten Knochen-
proben zeigten ferner im Vergleich zu den unbehandelten
Proben ein deutlich verlangsamtes und reduziertes Bak-
terienwachstum, was durch die verlangsamte und ver-
minderte Tru¨bung der Suspensionen gezeigt wurde, auch
wenn die Wachstumsgeschwindigkeit von uns nicht wei-
ter quantifiziert wurde.
In der klinischen Anwendung sind fu¨r das Verfahren
aufgrund der geringeren Keimlast deutlich ho¨here Steri-
lisationsraten zu erwarten, was auch die wesentlich bes-
seren Inaktivierungsergebnisse aus den Versuchen der
Serie 1 ohne vorherige Anreicherung zeigten (Sterilisa-
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tionsrate von 71% bei sa¨mtlichen Druckstufen). Dennoch
ist die Effektivita¨t fu¨r einen klinischen Einsatz als Kno-
chendesinfektionsverfahren bei weitem noch nicht aus-
reichend und muss wesentlich verbessert werden. So
ko¨nnten die Temperatur wa¨hrend der Behandlung, die
Zugabe von adjuvanten Substanzen zum Behandlungs-
medium, Druckaufbau- und Druckabbaugeschwindigkeit
oder noch ho¨here Druckstufen eine Verbesserung brin-
gen w2, 6, 27x. Aus technischen Gru¨nden ist Hochdruck-
applikation mit Sta¨rken u¨ber 600 MPa jedoch aufwendig.
Auch liegen noch keine Ergebnisse fu¨r die Biomechanik
bei diesen ho¨heren Druckstufen vor. Kein Sterilisations-
erfolg zeigte sich bei den beiden niedrigeren Druckstufen
von 300 und 450 MPa (jeweils bei 10 min und 30 min
Druckhaltezeit), so dass diese Druckstufen in der
Behandlung von infiziertem Knochen keine weitere Rolle
spielen du¨rften. Wie schon in der Literatur beschrieben,
fu¨hrte auch bei unseren Experimenten eine Verla¨ngerung
der Behandlungsdauer zu keiner wesentlichen Verbes-
serung der Ergebnisse w2, 21, 32x.
Im Vergleich zu den bisher eingesetzten Sterilisations-
verfahren der Autoklavierung und Bestrahlung besitzt
HHD-behandelter Knochen eine deutlich bessere biolo-
gische und mechanische Qualita¨t w40, 41x. Bestrahlter
Knochen zeigt nur noch eine rein osteokonduktive
Potenz, ist jedoch frei von Keimen w41x, und wa¨rmebe-
handelter Knochen verliert deutlich an biomechanischer
Stabilita¨t w36x. Unserer Versuche konnten eine deutliche
Keimreduktion sowie in vielen Fa¨llen auch eine komplette
Desinfektion nachweisen, fu¨hrten jedoch nicht mit aus-
reichender Sicherheit zur Keimfreiheit, so dass bis zum
klinischen Einsatz von HHD eine weitere Optimierung des
Verfahrens notwendig wird.
Morphologische Vera¨nderungen grampositiver und
gramnegativer Bakterien durch HHD-Behandlung
Fu¨r gramnegative Bakterien wurde in flu¨ssigen Medien
eine deutlich geringere Barotoleranz als fu¨r grampositive
Bakterien beschrieben w2, 27, 38, 42x. Ein entsprechen-
des Verhalten gegenu¨ber HHD zeigte sich auch in unse-
ren Versuchen mit Osteitisknochen. Diese Beobach-
tungen besta¨tigten sich in den morphologischen REM-
Untersuchungen HHD-behandelter infizierter Knochen-
proben. Hier zeigte sich eine regelma¨ßige Zersto¨rung der
bakteriellen Zellwand und Alteration der Oberfla¨chen-
morphologie gramnegativer Sta¨bchen, wohingegen die
grampositiven Bakterien nur vereinzelt morphologische
Oberfla¨chenvera¨nderungen aufwiesen. Die ho¨here
Drucksensibilita¨t der gramnegativen Sta¨bchen la¨sst sich
einerseits durch den einfacheren Aufbau der Zellwand
erkla¨ren, anderseits besteht durch die Sta¨bchenform eine
ungu¨nstigere Form als bei den druckresistenten kugel-
fo¨rmigen Kokken. Unsere Ergebnisse besta¨tigen auch die
beschriebenen mechanisch destruktiven Effekte des
Hochdrucks auf Membransysteme mit morphologischer
Vera¨nderung und Destruktion der Bakterienoberfla¨che
w20, 34x.
Schlussfolgerung
Die vorliegenden Untersuchungen konnten zeigen, dass
die HHD-Behandlung ein brauchbares Verfahren zur Des-
infektion infizierter Knochenproben darstellt, welches
jedoch eine weitere Optimierung erfordert. Den gestellten
Anforderungen konnte die Technologie des HHD bei der
Sterilisation von Knochen bei gramnegativen Bakterien
am ehesten gerecht werden, bei grampositiven Bakterien
war die beobachtete Inaktivierung unzureichend.
Eine mo¨gliche Indikation des HHD ko¨nnte in der The-
rapie der chronischen Osteitis bei Nachweis einer
Monoinfektion mit barosensiblen, gramnegativen Sta¨b-
chen oder Hefen liegen. A¨hnlich wie bei der extrakorpo-
ralen Tumordevitalisation w4, 5x ko¨nnte der infizierte
Knochen bei komplexen und langwierigen Osteitisverla¨u-
fen explantiert, ex vivo mit HHD behandelt und im glei-
chen Eingriff wieder reimplantiert werden. Mit einer
weiteren Modifikation der Behandlungsparameter (Inter-
vallbehandlung, Behandlungsdauer, Temperatur,
Behandlungsmedium, Druckaufbau- und Druckabbau-
geschwindigkeit) ko¨nnte die Effektivita¨t des HHD noch-
mals erho¨ht werden, um auch eine Desinfektions-
behandlung zur Erho¨hung der Sicherheit allogener Trans-
plantate zu realisieren.
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